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Abstract 

The invention concerns a method for making a biosensor, said biosensor 
comprising at least a reference electrode and at least a measuring electrode,, 
each coated with a polymeric coating. Said method is characterised in that: 
said polymeric coating is obtained on said reference and measuring 
electrodes by electrochemical process, by soaking at least partly said 
reference and measuring electrodes in a chemical solution based at least on 
a saturated aliphatic diamine and by bringing them to sufficient potential to 
reach that corresponding to electrochemical oxidation of said chemical 
solution; modifying said polymeric coating of the measuring electrode by 
depositing an enzyme specific to said molecule to be detected in the analyte. 
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d ! u^a£Ilyte ET procede de fabrication D'UN bio-capteur dau moins une molecule au SEIN 

@ L'invention concerne un procede de fabrication d'un 
2ISS??ii5-?^ u moins une mo, ecule presente au sein d'un 
m Jy l ?iif dlt D'o-capteurcomprenant au moins une electro- 
de de reference et au moins une electrode de mesure en un 
matenau cortducteur d'6lectricite ou semi-conducteur et re- 
SS^SHS chacune, tfun revetement polymerique, ladite 
«S?U >d x de me ^ u r e Porta"*, encore, une enzyme suscep- 
tible de reagir specifiquement avec ladite molecule a detec- 

Ce procede est caracteris6 en ce que: 

ai^mnJ^'f dit revgt ement polymerique sur lesdites 
electrodes de reference et de mesure par vole eiectrochimi- 

2.i;^ v !r an i tremper au moins Partiellement lesdites 
electrodes de reference et de mesure dans une solution chi- 
mique a base d amine et en les portant a un potentiel suffi- 
l?I l L^ r . attei "dre celui conrespondant a I'oxydation 
electrochimique de ladite solution chimique; y^""" 
mod,fie 'edit revetement polymerique de l'6lectrode 
de mesure par un depot d'une enzyme specifique de ladite 
molecule a detecter dans I'analyte. 

L !"?Y ention concerne encore un bio-capteur issu de ce 
procede. 
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L' invention concerne un procede de fabrication d' un bio- 
capteur d ; une molecule specif ique presente au sein d'un analyte, 
ledit bio-capteur comprenant au moins une electrode de reference et 
au moins une electrode de mesure de ladite molecule, ladite 
5 electrode de reference et ladite electrode de mesure etant 
recouverte, chacune, par un revetement polymerique, ladite electrode 
de mesure comportant, en outre, une enzyme reagissant specif iquement 
avec ladite molecule a detecter. L' invention concerne encore un bio- 
capteur issu d'un tel procede. 

10 L' invention concerne le domaine des bio-capteurs prevus aptes 

a detecter une molecule specif ique au sein d'un analyte. 

II existe, pour l'heure, tres peu de capteurs de pH f iables , 
faciles a realiser et a mettre en oeuvre dans des applications en 
tant que bio-capteur specif ique d' une substance a detecter grace a 

15 une enzyme adaptee . De tels capteurs sont, qui plus est, 
particulierement onereux. 

II convient d' observer que de nombreuses substances, telles 
que 1'uree, le glucose et autres , ont une influence sur 1'acidite en 
surface de notre peau . Parallelement , il est tres frequent que des 

20 personnes, atteintes de certaines pathologies, soient amenees , pour 
cette raison, de maintenir, continuellement , sous surveillance la 
concentration de 1'une ou 1' autre de ces substances, afin d' en 
garantir le maintien dans des proportions detenninees pour ne pas 
aggraver leur situation. En fonction de ces concentrations, ces 

25 personnes sont, par ailleurs , amenees, la plupart du temps, a 
prendre certains medicaments , souvent a caractere regulateur , 
precisement dans le but de compenser une deficience de l'organisme 
assurant, habituellement , lui-meme cette regulation. 

A ce propos, 1' invention se propose de repondre au souci de 

30 ces personnes au travers d'un bio-capteur capable de detecter, en 
surface de peau, dans la salive ou dans les urines par exexnple, la 
presence d'une substance determinee, sa proportion et son evolution 
dans le temps . 

II est deja connu, notamment par le document JP— A-9 222 412, 
35 un bio-capteur comportant une electrode de reference et une 
electrode de mesure, celle-ci etant recouverte d'un melange d' une 
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enzyme d 7 oxydation-reduction et d' un accepteur d' electrons, ce bio- 
capteur etant utilise pour la detection de 1'albumine. Les valeurs 
mesurees dependent de la variation du pH dans un echantillon 
determine . 

5 De meme, il est connu par le document ES-A-2 091 1714, un bio- 

capteur destine a la mesure du fructose dans les aliments et 
1' electrode de mesure est preparee a partir de 1' enzyme fructose- 
deshydrogenas (FDH) dans un tampon de pH 5 contenant un tensioactif . 
Dans une seconde etape intervient une operation de sechage sous 
10 pression reduite, entre 3 et 8°C. II est ensuite ajoute une solution 
aqueuse de polyethylene imine (PEI) a pH 5, avant qu' intervienne une 
autre operation de sechage entre 3 et 8°C. On procede, alors, a un 
melangeage avec du graphite a une temperature d' environ 650°C 
pendant une minute et on ajoute de l'huile de paraffine pour former 
15 une pate a partir de laquelle on mouille 1' electrode. 

II est encore connu par les documents DE-A-29 620 371 et 
DE— A-10 6 39 224 un dispositif optique de mesure du taux de sucre 
dans le sang, lequel est integre dans une montre . Le dispositif 
d' af f ichage peut etre relie, soit au dispositif de mesure, soit au 
20 me can is me de la montre par action sur une touche . Le dispositif est 
plus particul ierement destine aux personnes diabetiques qui sont 
amenees a controler leur taux de sucre plusieurs fois par jour. 

Au vu de cet etat de la technique, la presente invention se 
veut a meme d' apporter une solution au probleme de la fabrication, a 
25 un cout de revient reduit tout en etant d'une tres grande fiabilite, 
d'un bio-capteur capable de detector, avec precision et une tres 
grande linearite , la presence r au sein d'un analyte , d'une molecule 
specif ique au travers d'une mesure de pH. 

A cet effet, 1' invention concerne un procede de fabrication 
30 d'un bio-capteur d'au moins une molecule presente au sein d'un 
analyte, ledit bio-capteur comprenant au moins une electrode de 
reference et au moins une electrode de mesure en un materiau 
conducteur d ; electricite ou semi-conducteur et recouverte, chacune, 
d'un revetement polymerique, ladite electrode de mesure portant, 
35 encore, une enzyme susceptible de reagir specif iquement avec ladite 
molecule a detecter, caracterise en ce que : 
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on obtient ledit revetement polymerique sur lesdites 
electrodes de reference et de mesure par voie electrochimique , en 
venant tremper au moins partiellement lesdites electrodes de 
reference et de mesure dans une solution chimique a base d' amine et 
5 en les portant a un potentiel suffisant pour atteindre celui 
correspondant a 1'oxydation electrochimique de ladite solution 
chimique ; 

- on modifie ledit revetement polymerique de 1' electrode de 
mesure par un depot d' une enzyme specif ique de ladite molecule a 
10 de teeter dans l'analyte. 

Avantageusement, la solution chimique est une amine pure ou 
encore un melange d' amines pures , sachant qu' elle peut encore se 
presenter sous forme d'une amine ou d'un melange d' amines en 
solution dans un solvant plus difficile a oxyder de maniere 
15 electrochimique que la ou les amines que contient cette solution. 

L' invention concerne encore un bio-capteur conforme a ce 
procede de fabrication et comportant au moins une electrode de 
reference et au moins une electrode de mesure en un materiau 
conducteur d' electricite ou semi-conducteur et recouverte, chacune, 
20 d'un revetement polymerique, ladite electrode de mesure portant, 
encore, une enzyme susceptible de reagir specif iquement avec ladite 
molecule a de teeter, caracterise en ce qu' il comporte une unite de 
traitement prevue apte a mesurer une difference de potentiel au 
travers des electrodes de reference et de mesure et a transmettre, 
25 par 1' intennediaire de moyens de signalisation visuelle et/ou 
sonore, une information d' interpretation claire concernant la ou les 
molecules specifiques de tec tees au travers de la dite mesure de 
difference de potentiel . 

Selon un exemple de realisation, ce bio-capteur peut etre 
30 integre dans le box tier d'une montre bracelet. 

L' invention sera mieux comprise a la lecture de la description 
qui va suivre , se rapportant a des exemples de realisation donnes a 
titre indicatif et non limitatif . 

La comprehension de cette description sera facilitee au vu du 
35 dessin joint en annexe dans lequel : 
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la figure 1 est une representation schematises du principe 
de fonctionnement du bio-capteur done de la capture electrochimique 
a 1' interface electrode/echantillon pour la detection d' une molecule 
specifique A ; 

5 - la figure 2 illustre, de maniere schema tisee, un bio-capteur 

comportant une electrode de reference et plusieurs electrodes de 
mesure ; 

la figure 3 est une representation schematisee d'un bio- 
capteur conforme a 1' invention. 

10 La P r4senfc e invention a trait, tout parti culierement, au 

domaine des bio-capteurs et a leur precede de fabrication. 

Plus particulierement, 1' invention concerne un bio-capteur 
d'au moins une molecule presente au sein d'un analyte. 

Ainsi, tel que visible dans les differentes figures 1 a 3 du 
5 dessin ci-jeint, un tel bio-capteur 1 cemporte au moins une 
electrode de reference 2 et au moins une electrode de mesure 3 . A ce 
propos, il a ete represents, dans la figure 2, un bio-capteur 
comportant plusieurs electrodes de mesure 3A, 3B, 3C, 3D 
susceptibles, eventuellement, de detecter, chacune, une molecule 
0 dif ferente. 

Ces electrodes de reference 2 et de mesure 3 sont concues en 
un materiau conducteur d' electricite ou semi-conducteur et sont 
recouvertes, chacune, d'un revetement polymerique 4, ladite 
electrode de mesure 3 portant, encore, une enzyme reagissant 
> specif iquement avec ladite molecule a detecter. 

En fait, selon le precede de fabrication d'un tel bio-capteur, 
le revetement polymerique 4 au niveau des electrodes 2,3 est obtenu 
par voie electrochimique. Pour cela on trempe au moins partiellement 
lesdi tes electrodes 2, 3 dans une solution chimique a base d' amine 
et l'on vient porter ces electrodes a un potentiel suffisant pour 
atteindre celui correspondant a l'oxydation electrochimique de 
ladite solution chimique. 

Puis, dans une derniere etape, on vient modifier ce revetement 
polymerique 4 au travers de ladite enzyme reagissant specif iquement 
avec la molecule a detecter. 
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Dans la figure 1 il est illustre le principe de la capture 
electrochimique a 1' interface electrode-echantillon pour la 
detection d' une molecule specif ique, reperee A. 

Ainsi, comme visible sur cette figure, lors d'une reaction 
5 chimique entre deux reactifs, il y a un echange d' electrons entre 
eux. Si une molecule A vient reagir sur une autre molecule B piegee 
ou greffee dans un polymere P a la surface d'une electrode de mesure 
EM, il y a modification de la densite de la charge a la surface de 
cette electrode EM par transfert electronique des molecules A sur 
10 les molecules B. 

L' electrochimie interfaciale permet d' etudier ce type de 
reaction a la jonction d'une electrode en contact avec un liquide ou 
un gaz contenant 1' echantillon de molecules a doser . Cela est rendu 
possible en enregistrant un differentiel de potentiel par 
15 comparaison du signal electrique de 1' electrode specif ique de mesure 
EM a celui d'une electrode de reference ER, celle-ci , bien que de 
meme nature que 1' electrode de mesure EM ne contenant pas de 
molecules B dans le polymere P qui recouvre sa surface. 

A noter qu'en ce qui concerne la solution dans laquelle 1' on 
20 vient tremper les electrodes 2, 3 pour l'obtention du revetement 
polymerique par voie electrochimique, elle peut etre composee d'une 
ou plusieurs amines pures ou en solutions dans un solvant plus 
difficile a oxyder de maniere electrochimique que cette ou ces 
amines . 

25 Par ailleurs, cette ou ces amines se caracterisent en ce 

qu'elles comportent au moins deux fonctions amines primaires ayant 

en a de chacune d' entre elles un groupement alkyl - 

A titre d'exemple, cette solution chimique peut etre a base 

d' ethylene diamine ou encore de diethylenetriamine voire une 
30 solution de l'un et/ou 1' autre de ces composants , pour l'obtention, 

en tant que revetement polymerique, une couche de polyethylenimine 

lineaire. 

En ce qui concerne la modification du revetement polymerique 4 
finalement obtenu par une enzyme reagissant specif iquement avec la 
35 molecule a detecter, elle peut resulter d'une simple operation de 
trempe de ladite electrode de mesure 3 dans une solution de ladite 
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enzyme jusqu'a impregnation de ce revetement polymerique 4, tout 
comme elle peut provenir du depot de ladite enzyme, sous forme de 
gel, sur ce revetement polymerique 4. 

Bien entendu, pour la detection de plusieurs molecules 
5 dif-f erentes , le revetement polymerique 4 de plusieurs electrodes de 
mesure 3, 3A, 3B, 3C, 3D est modifie par des enzymes differentes 
reagissant specif iquement , respectivement , a l'une des molecules a 
de teeter . 

Selon 1' invention, le bio-capteur 1 comporte, encore, une 
10 unite de traitement 5 a laquelle sont raccordees ces electrodes de 
reference 2 et de mesure 3 et qui est prevue apte, d'une part, a 
mesurer une difference de potentiel par 1 ' intermediate de ces 
dernieres et, d' autre part, a interpreter la ou les mesures 
effectuees en vue d' emettre une information clairement 
15 comprehensible pour un usager au travers de moyens de signalisation 
visuelle et/ou sonore 6, la encore raccordes a cette unite de 
traitement 5. 

De tels moyens de signalisation visuelle 6 peuvent se 
presenter sous forme d'un ecran d'affichage 7 apte a afficher, sous 
20 forme d'une valeur bio-chimique d' interpretation accessible a 
1' usager, la ou les mesures de differentiel de potentiel effectuees 
par 1' unite de traitement 5 par 1' intermediate des electrodes 2, 3. 
Ainsi, cet ecran d'affichage 7 peut se presenter sous forme d'un 
ecran graphique ou autre. 
25 Selon un autre mode de realisation, de tels moyens de 

signalisation visuelle et/ou sonore 6 sont prevus aptes 4 emettre 
une signalisation reperable visuellement ou par voie sonore en cas 
de detection, par 1' intermediate de 1' unite de traitement 5, d'un 
depassement d'un ou plusieurs seuils de mesure predetermines, connus 
en memoire de cette unite de traitement 5. 

A titre d'exemple, ces moyens de signalisation visuelle ou 
sonore 6 peuvent se presenter sous forme d'un simple voyant ou d'un 
buseur active au cas ou le differentiel de potentiel mesure par 
1' unite de traitement 5 se traduit par une valeur biochimique 
superieure ou inferieure a une valeur normale. 
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Ainsi, cette valeur biochimique peut correspondre au taux 
d'uree ou au taux de sucre dans le sang qui, precisement, peut etre 
determine au travers de la mesure du pH de la peau done de la sueur 
du porteur du bio-capteur 1 . 
5 Comme cela ressort deja de la description qui precede, ce bio- 

capteur n'est nullement limite a la detection des valeurs 
biochimiques qui viennent d' etre citees . 

Par ailleurs, on observera que les avantages qui decoulent 
d'un tel bio-capteur 1, congu selon l 7 invention, consistent en ce 

10 que le revetement polymerique 4 des electrodes est tres adherent. 
L'on a pu observer que 1' adherence du revetement polymerique 4 etait 
encore amelioree sur des materiaux conducteurs ou semi-conducteurs , 
composant ces electrodes de reference 2 et de mesure 3, tels que le 
platine, l'or, le carbone vitreux, les fibres de carbone, le 

15 silicium. La presente invention n'est toutefois pas limitee a cette 
enumeration de materiaux conducteurs ou semi-conducteurs 
susceptibles de constituer les dites electrodes. 

De plus, ledit revetement polymerique n'est pas toxique pour 
les humains, tout en etant non corrosif, alors qu' au contraire et il 

20 convient de le rappeler, les amines qui sont a l'origine de ce 
revetement le sont. 

Ces electrodes possedent, en outre, un potentiel qui repond 
lineairement au pH de solutions aqueuses, dans une g amine de pH de 2 
a 13 environ. Ainsi, bien que cette reponse des electrodes ne soit 

25 pas Nernstienne, elle est lineaire, avec une variation de l'ordre de 
40 a 45 mV par unite de pH a temperature ordinaire. 

Finalement, un bio-capteur 1, confonne a 1' invention, se 
prete, aisement, a une miniaturisation permettant d'envisager son 
integration, pour la detection de substance dans la sueur, par 

30 exemple dans le boitier d'une montre, tenant compte, par ailleurs, 
que le signal qu' il delivre est une tension mesurable , quasiment 
sans consommation d' energie electrique. A noter que le cadran 
d' affichage d'une telle montre 8 peut, alors, constituer, 
avantageusement, les moyens de signalisation visuelle 6 

35 prealablement cites. Cette montre 8 comporte, dans ces conditions, 
un ou plusieurs boutons de commando , par exemple similaire a un 
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remontoir , permettant de selectionner son mode de fonctionnement en 
tant que montre ou de bio-capteur. 

Bien sur, 1' invention n'est nullement limitee a un tel mode de 
realisation, puisque le bio-capteur 1 peut eroprunter bien d' autres 
formes de realisation, en particulier celle d'un stylo, plus adapte 
pour la detection d'une molecule dans la salive , voire les urines. 
Un tel stylo peut, bien evidemment , recevoir 1'un quelconque des 
moyens de signalisation sonore et/ou visuelle 6 auxquels il a ete 
fait reference plus haut. 

Tel que cela ressort de la description qui precede, la 
presente invention vient repondre de maniere avantageuse aux 
differents problemes actuellement rencontres dans ce domaine des 
bio-capteurs . 

Bien que 1 ' invention ait ete decrite a propos d'une forme de 
realisation particuliere , il est bien entendu qu' elle n'y est 
nullement limitee et qu' on peut y apporter di verses modifications de 
formes , de materiaux et de combinaisons de ces divers elements sans 
pour cela s' eloigner du cadre et 1' esprit de 1 ' invention. 
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RE VEND I CAT IONS 



1) Procede de fabrication d'un bio-capteur (1) d' au moins une 
molecule presente au sein d'un analyte, ledit bio-capteur (1) 
comprenant au moins une electrode de reference (2) et au moins une 
electrode de mesure (3, 3A, 3B, 3C, 3D) en un materiau conducteur 
5 d'electricite ou semi -conducteur et recouverte, chacune, d'un 
revetement polymerique (4) , ladite electrode de mesure portant, 
encore, une enzyme susceptible de reagir specif iquement avec ladite 
molecule a detecter, caracterise en ce que : 

- on obtient ledit revetement polymerique (4) sur lesdites 
10 electrodes de reference (2) et de mesure (3, 3A, 3B, 3C , 3D) par 
voie electrochimique, en venant tremper au moins partiellement 
lesdites electrodes de reference et de mesure dans une solution 
chimique a base d' amine et en les portant a un potentiel suffisant 
pour atteindre celui correspondant a 1'oxydation electrochimique- de 
15 ladite solution chimique ; 

- on modifie ledit revetement polymerique (4) de 1' electrode de 
mesure par un depot d'une enzyme specif ique de ladite molecule a 
de teeter dans 1' analyte. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
20 solution chimique est une amine pure. 

3) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
solution chimique est un melange d' amines pures . 

4) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
solution chimique est une amine en solution dans un solvant plus 

25 difficile a oxyder de man i ere electrochimique que 1' amine que 
contient ladite solution. 

5) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
solution est un melange d' amines en solution dans un solvant plus 
difficile a oxyder de maniere electrochimique que les amines que 

30 contient ladite solution. 

6) Bio-capteur obtenu par le procede de fabrication selon 
1'une quelconque des revendi cations precedentes ; et comportant au 
moins une electrode de reference (2) et au moins une electrode de 
mesure (3, 3A, 3B, 3C, 3D) en un materiau conducteur d'electricite 
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ou semi-conducteur et recouverte, chacune, d'un revetement 
polymerique (4), ladite electrode de mesure (3, 3A, 3B, 3C, 3D) 
portant, encore, une enzyme susceptible de reagir specif iquement 
avec ladite Molecule a detecter, caracterise en ce qu'il comporte 
une unite de traitement (5) prevue apte a mesurer une difference de 
potentiel au travers des electrodes de reference (2) et de mesure 

(3, 3A, 3B, 3C, 3D) et a transmettre, par 1' intermediate de moyens 
de signalisation visuelle et/ou sonore (6), une information 
d' interpretation claire concernant la ou les molecules specif iques 
detectees au travers de la dite mesure de difference de potentiel. 

7) Bio-capteur selon la revendication 6, caracterise en ce 
qu'il est integre dans le boitier d'une montre bracelet (8). 

8) Bio-capteur selon la revendication 6, caracterise par le 
fait qu'il emprunte la forme d'un stylo integrant lesdits moyens de 
signalisation visuelle et/ou sonore. 
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